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Resumen 
 
En este trabajo se analizó el efecto del grado de hidrolisis (GH) de hidrolizados enzimáticos 
de fracciones de sangre bovina (Plasma y fracción globular) con Alcalasa 2.4L,  sobre la 
actividad antioxidante de fracciones peptídicas. A las condiciones óptimas se produjeron 
hidrolizados en tres tiempos de hidrólisis para evaluar la capacidad antioxidante, con los 
métodos ORAC, ABTS y FRAP, alcanzando  en general, mayor capacidad antioxidante en 
el tiempo de 2 horas, salvo para el caso de la capacidad  en los  agentes antioxidantes de la 
fracción globular medidos con la técnica  ABTS, donde resulta suficiente hidrolizar 30 min 
y obtener hidrolizados intermedios para favorecer la mayor capacidad antioxidante, siendo 
esta estadísticamente igual a las fracciones con alto GH. 
 
Palabras claves: Antioxidantes, sangre bovina, hidrolizados enzimáticos, péptidos 
Bioactivos. 
 
Abstract 
 
In this work the effect of the hydrolysis degree (GH) of enzymatic hydrolysates of bovine 
blood fractions (Plasma and globular fraction) with Alcalase 2.4L, on the antioxidant activity 
of peptide fractions was analyzed. To the optimal conditions hydrolysates were produced in 
three times of hydrolysis to evaluate the antioxidant capacity, with the ORAC, ABTS and 
FRAP methods, reaching in general, greater antioxidant capacity in the time of 2 hours, 
except for the case of the capacity in the antioxidant agents of half of the globular media with 
the ABTS technique, where it is sufficient to hydrolyze 30 minutes and obtain hydrolyzed 
intermediates to favor the greater antioxidant capacity, this being statistically equal to the 
fractions with high GH. 
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INTRODUCCIÓN  
 
El estrés oxidativo es el resultado de un exceso 
de radicales libres de oxígeno en el cuerpo 
humano  es por esto, que los antioxidantes, 
entendiendo estos como “cualquier sustancia 
que en presencia de un sustrato oxidable, retrasa 
o inhibe la oxidación del mismo” (Korhonen y 
Pihlanto; 2006)  juegan un papel muy 
importante en la prevención de dichas 
enfermedades.  
 
Existe una relación entre la ingesta de 
compuestos antioxidantes y las enfermedades. 
La actividad antioxidante de péptidos 
bioactivos en particular, pueden ser atribuida a 
la eliminación de radicales, la inhibición de la 
peroxidación lipídica y las propiedades de 
quelación de iones metálicos de los péptidos 
(Sarmadi y Ismail; 2010) 
 
Los antioxidantes sintéticos convencionales 
(BHA, BHT y n-propilo galato) muestran una 
fuerte actividad contra varios sistemas 
oxidantes, pero presentan estricta regulación en 
su uso, por su relación con riesgos potenciales 
a la salud (Sabeena Farvin et al; 2014). En tal 
medida, la tendencia actual es utilizar productos 
naturales antioxidantes cuya actividad se lleve 
a cabo no solo en los alimentos envasados, sino 
también una vez el alimento ha sido ingerido. 
 
 A pesar de que la sangre bovina es un 
subproducto abundante caracterizado por ser 
una fuente proteica de alta calidad, no se le ha 
dado el debido interés, considerando su enorme 
potencial de aplicación y utilización.    
Debido al alto valor nutricional de la sangre, su 
fácil obtención y la abundancia con que se 
genera, se hace necesaria el desarrollo de 
investigaciones aplicadas que motiven la 
valoración y diversifiquen las estrategias de 
aprovechamientos de residuos industriales, 
como herramientas clave en la generación de 
valor agregado a productos de bajo valor 
económico. Un enfoque actual de gran interés, 
lo representa la búsqueda de péptidos 
bioáctivos, en especial los que poseen 
propiedades antioxidantes (Liu et al., 2010). 
Estas razones unidas a la necesidad de 
desarrollar nuevos productos con 
características funcionales definidas, ha 
conducido al estudio de procesos de hidrólisis 
enzimática utilizando como sustrato fuentes 
proteícas alternativas.  El objeto del trabajo 
presentado es evaluar el potencial de aplicación 
como antioxidante de la sangre bovina en sus 
fracciones (plasma y fracción globular) y sus 
hidrolizados enzimáticos, así como analizar el 
papel de variables significativas como el pH en 
el rendimiento de las reacciones que definen la 
formación de estos compuestos de interés.  
 
MATERIALES Y METODOS   
 
Enzima, sustrato e Hidrolizados enzimáticos 
 
El sustrato utilizado fue sangre de bovino 
higienizada suministrada por un proveedor 
comercial de la ciudad de Medellín-Colombia. 
La sangre fue centrifugada empleando una 
centrifugadora marca Boeco ref: 1406-12 
(8.500 rpm, 4 °C por 15 min).  Posteriormente, 
la fracción globular y plasmática se almacenó a 
-20 °C, para su posterior hidrólisis. Para la 
hidrólisis se usó Alcalase® 2,4 L grado 
alimenticio (Novozymes, Dinamarca), cuyo 
componente principal es Subtilisina A 
(Subtilisina Carlsberg).  
 
En la reacción se emplearon reactores de vidrio 
de 0,5 L conectados a un regulador termostático 
y control de pH a través de un titulador 
automático Titrando 842 (Metrohm, Suiza). Las 
condiciones de hidrólisis fueron ajustadas de 
acuerdo a los experimentos planeados y la 
reacción se inicia con la adición de la cantidad 
de enzima justa. 
 
 Reacción de hidrólisis enzimática 
 
La reacción fue monitoreada para la 
determinación del GH, expresado como la 
relación entre el número de enlaces peptídicos 
cortados en la hidrólisis (h) y el número de 
enlaces peptídicos totales en la proteína nativa 
por unidad de peso (ht). Para éste caso, se 
empleó un ht de 8,3 Eqv/Kg (Márquez y 
Vázquez, 1999). El método empleado para la 
determinación del GH es el de valoración del 
protón o método del pH-stat ecuaciones (1-3) 
(Adler-Nissen, 1986). 
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Donde B es el Volumen consumido de base en 
litros, NB = Normalidad de la base (Eqv/L), Mp 
es Masa de la proteína en Kg y α es el grado de 
disociación de los grupos α-NH2 liberados en 
la reacción, el cual depende del pK, que a su vez 
está asociado con la temperatura (Valencia, et 
al; 2015). 
 
Métodos analíticos  
 
Para la caracterización  de los sustratos 
proteicos se emplearon técnicas oficiales de 
análisis. La determinación de cenizas, se hizo 
calcinando la muestra a 550°C en una mufla 
modelo D8 (Terrígeno, Colombia) por un 
periodo de 5 horas (AOAC 14.006). El 
contenido proteico se llevó a cabo por el 
método de determinación del nitrógeno total 
microkjendahl (AOAC 991.20) en un equipo 
DK 6 (Heating Digester, USA). La 
determinación de grasa se hizo por el método 
de Gerber (AOAC 2000.18) (AOAC Official 
Methods of Analysis n.d). 
 
Para la medición de la capacidad antioxidante 
se emplearon los métodos de determinación 
directa ABTS, basado en la decoloración del 
radical (ácido 2,2' azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6- sulfonico) provocado por 
la interacción con moléculas donantes de 
electrones; se basó en la metodología descrita 
por Re et al (Re, et al; 1999). Además, se usaron 
técnicas  indirecta: ORAC el cual emplea un 
mecanismo de donación de un átomo de 
hidrógeno y se hizo siguiendo la metodología 
descrita por Ou, et al (Ou, et al; 2001); y FRAP 
que usa como principio la reducción en un 
medio ácido el hierro férrico (Fe+3) hasta la 
forma ferrosa (Fe+2); se siguió la metodología 
ajustada de Pulido et al. (Pulido, et al; 2000). 
Para los tres métodos se establecieron curvas de 
calibración con diferentes concentraciones del 
antioxidante estándar Trolox (análogo 
hidrofilico del alfa tocoferol). Los resultados se 
expresan como micromoles de equivalentes 
Trolox por gramo de proteína (µmolET/g 
proteína). Todos los reactivos usados para la 
medición de capacidades antioxidantes fueron 
de grado analítico.  
 
Datos experimentales  
 
Muestras de plasma bovino (PB) y fracción 
globular (FGB) de sangre bovina se tomaron a 
condiciones óptimas de Temperatura, enzima y 
sustrato según estudios anteriores del grupo. 
Hidrólisis enzimáticas a distintos valores de pH 
muestran el efecto del mismo sobre el GH, 
como medida de rendimiento de la reacción. 
Las curvas y los análisis de antioxidantes se 
hicieron por triplicado.  
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
En la tabla 1, se muestra el resultado para la 
caracterización bromatológica del sustrato. 
Estos resultados son coherentes con los 
declarados en numerosas fuentes bibliográficas. 
Son de gran interés los resultados del porcentaje 
de proteínas encontrado, pues permite 
corroborar que se trata de material con alto 
potencial de utilización para hidrolisis 
enzimática. Desde el punto de vista de la 
nutrición, las proteínas y péptidos procedentes 
de alimentos están siendo empleados con el fin 
de mejorar algunas funciones biológicas o de 
tratar de prevenir o reducir el riesgo de 
enfermedad, pues se ha establecido, que 
algunos péptidos obtenidos por hidrólisis de 
proteínas, son capaces de ejercer efectos 
biológicos específicos (Liu et al; 2010).     
 
Tabla 1. Caracterización de plasma entero (PB) 
y fracción globular (FGB) bovino 
 
 
En la tabla 2, se muestran las actividades 
antioxidantes reportadas por varios métodos de  
PB, FGB y sus hidrolizados para distintos 
tiempos de reacción hasta dos horas máxima. 
Para este estudio se analizó el comportamiento 
de los valores de antioxidantes para 
hidrolizados en los tramos iniciales, medios y 
final de la reacción. Esto concuerda con la 
denominación de bajo, medio y alto grado de 
hidrolisis relativo, en cada caso.  
 
 A través de la hidrólisis con Alcasa 2,4 L se 
favorece la capacidad antioxidante de la 
fracción globular de sangre bovina. Como se ha 
evidenciado en numerosos trabajos el tiempo de 
hidrólisis aumenta con el tiempo y este a su vez 
la capacidad antioxidante, esta tendencia se 
observó en los resultados (Bah, C; 2015). La 
capacidad antioxidante de hidrolizados 
enzimáticos depende en gran medida del peso 
molecular y de la estructura y secuencia de la 
cadena de aminoácidos de la estructura 
peptídica resultante (Chalamaiah et al., 2012). 
Un muchos casos el GH, resulta ser una 
herramienta indirecta para describir la 
distribución del peso molecular de los 
hidrolizados, en el sentido que una prolongada 
hidrolisis redunda casi siempre en grados de 
hidrolisis altos y por tanto tamaños peptídicos 
mucho más pequeños (Morales-Medina, et al;  
2017).  
 
Tabla 2.  Resultados de pruebas de capacidad 
antioxidantes de sustratos e hidrolizados 
enzimáticos de Fracción globular sin hidrolizar 
(FGSH) y plasma bovino sin hidrolizar (PBSH) 
y sus respectivos hidrolizados con bajo, medio 
y alto grado de hidrolisis. Para Hidrolizados de 
fracción globular: T= 55°C, pH= 9 y de plasma 
T=61°C, pH=9.  
 
En el análisis de antioxidante de la fracción 
globular e hidrolizados, los resultados por los 
métodos de ORAC y FRAP al aplicar la prueba 
Componente PB FGB 
% Proteína 
(p/v) 8,3 39 
pH 6,7 7,4 
Densidad 
(g/mL) 1,061 1,087 
% Grasa (p/p) 0,03 0,21 
% Cenizas 
(p/p) 0,44  
Rendimiento 
Centrifugación 60% 40% 
MUESTR
A 
ORA
C  FRAP ABTS+ 
FG e 
Hidrolizado
s 
      
FGSH 234,1 ± 21 45,2±2,5 608,9±4,1 
HBAJO 461,2 ±37,7 54,8±2,2 747,5±68,5 
HMEDIO 464,2 ±14,0 57,4±1,8 725,6±56,0 
HALTO 513,7 ±8,2 65,3±5,8 748,3±71,3 
PB e 
Hidrolizado
s 
      
PBSH  - 18,5±2,5 174±6,7 
HBAJO - 68,3±3,2 783,4±7,6 
HMEDIO - 91,6±4,2 1032,6±9,0 
HALTO - 125,7±4,0 
1413,3±20,
3 
de múltiples rangos de Duncan se agrupan dos 
columnas, en la que el GH alto difiere 
significativamente (p<0.05). Mientras en el 
análisis de ABTS se agrupan en una columna, 
no difiriendo en ninguno de los hidrolizados 
analizados (p<0.05). Esto implica que para 
obtener la mayor capacidad de reducción de 
radicales libres de Oxigeno y Fe se debe 
efectuar a un tiempo de hidrólisis  de 2 horas 
para llegar a un GH bajo las condiciones 
óptimas, mientras que para obtener la máxima 
capacidad de los agentes antioxidantes de la 
hemoglobina bovina para atacar el catión 
radical ABTS+ basta con ejecutar la hidrólisis 
enzimática a 30 min, o cualquier otro tiempo 
estudiado. 
 
En tanto, los resultados para las muestras de 
plasma y sus hidrolizados, registran valores 
satisfactorios, en la medida en que se ha 
comprobado la capacidad antioxidantes de 
hidrolizados de plasma bovino y que 
efectivamente esta actividad, se potencia 
significativamente (p<0,05) con la hidrólisis 
(Hyun-Woo Seo. et al; 2015).  
 
Según Cumby N, et al (2008), este fuerte poder 
reductor se puede atribuir a la mayor 
disponibilidad de iones de hidrógeno (protones 
y electrones), debido a las divisiones de 
péptidos. Se sabe que la Alcalasa es una 
endopeptidasa, que actúa como sobre los 
enlaces peptídicos en el interior de la cadena 
polipeptídica, por lo que, produce 
principalmente oligopeptidos y polipeptidos 
pequeños y medianos, algunos de los cuales son 
antioxidantes (Cumby N, et al. 2008). 
 
Los resultados logrados en el presente trabajo 
indican, que la hidrólisis enzimática podría 
mejorar significativamente el potencial 
antioxidante de los hidrolizados a través de la 
extensión del tiempo de hidrólisis, puesto que 
fracciones de proteínas con peso molecular 
grande son paulatinamente degradadas a 
fracciones de peso molecular relativamente 
pequeñas. En esta medida uno de los 
mecanismos que conduce al aumento de la 
actividad puede estar asociado con la 
exposición de aminoácidos específicos en las 
cadenas peptídicas resultantes (Rajapakse, J; 
et al. 2005). 
 
Por otra parte, la capacidad de reducción del ion 
Fe+3 fueron muy superiores a las reportadas 
por Liu en plasma porcino, por ejemplo, lo cual  
puede relacionarse con el GH alcanzado, pues 
se ha comprobado que este es proporcional a la 
capacidad antioxidante hasta cierto límite, 
cuando los péptidos son hidrolizados hasta sus 
unidades fundamentales (Liu. et al; 2010). 
 
En general, la captación de radicales libres de 
los hidrolizados de proteína del plasma se 
puede explicar a través de varios mecanismos, 
que incluyen la capacidad de donar hidrógeno, 
estabilizar radicales, secuestrar iones metálicos 
prooxidativos y probablemente también formar 
una barrera física alrededor de las gotas de 
grasa usando aminoácido especial (Hyun-Woo 
Seo. et al; 2015).. 
 
La tabla 3 muestra los resultados de GH para 
distintos valores de pH evaluados.  
 
Considerando la naturaleza bioquímica de la 
reacción, cambios importantes se  registran en 
el rendimiento de la reacción cuando se 
presentan leves incrementos en el pH de la 
misma, hasta ciertos niveles indicados, esto 
contrasta con las disminuciones observadas en 
la velocidad de ruptura de enlaces peptídicos 
cuando los valores de pH son inferiores, 
Mientras que valores intermedios de pH 
registran mejores resultados en términos de 
rendimiento en reacciones de este tipo. Es tos 
fenómenos son comunes puesto que es sabido 
que cambios en el pH, pueden influenciar la 
disociación de grupos activos de la enzima, 
afectando la dinámica de asociación de esta con 
el sustrato. 
 
Tabla 3. Grado de Hidrolisis final de 
hidrolizados de FG y PB a distintos valores de 
pH. 
 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
El pH juega un papel importante en el 
rendimiento de la reacción de hidrolisis 
enzimática de proteínas pues interviene en la 
disociación de grupos activos de la enzima, por 
tanto es de vital importancia ajustar los valores 
de pH adecuados para el trabajo de la enzima 
con cada sustrato. En general la capacidad 
antioxidante de los hidrolizados mejora en 
relación con la de los sustratos nativos y se 
potencia en la medida que aumenta el GH.  
.  
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